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KAPLAN és munkacsoportja (QuasTEL, KaprAn 1970, Karran 1977),
valamint AVERDUNK (1976) kimutattak, hogy a limfocitdk konkanavalin A,
ill. fitohemagglutinin stimulaciéjakor a K, Na pumpa aktivalédik. NEGEN-
DANK és SHALLER (1977) arrél is beszamolt, hogy konkanavalin A stimuléciéra
az emberi limfocitdk K-szintje 83—859-ara csokken, mig a Na-szint gya-
korlatilag valtozatlan. A K-vesztés nem az agglutinalé hatassal parhuzamos és
létrejottéhez komplement nem sziikséges. Felvetik azt a lehetGséget is, hogy
a K, Na pumpa aktivalédasahoz e transzport folyamat eredményeképpen
megnovekedett kiilsé K-szint jelent§sen hozzajarulhat.

FREEDMAN 1979-ben egér lép limfocitdkon kimutatta, hogy konkana-
valin A hatéasra gyors Ca-influx 1ép fel, amelyet dbecGMP elGinkubalas nével,
dbcAMP elinkubalas csékkent.

Magatél értet6dd volt szamunkra, hogy megvizsgaljuk: vajon a szelektiv
K-vesztés nincs-e oki osszefiiggésben a Ca-felvételével, masszéval a limfocitak
nem rendelkeznek-e az intracellularis Ca-szint altal aktivalhaté K-transzport
mechanizmussal, az in. Gardos-effektussal.

Médszerek

100—400 ml friss emberi vér limfocitait izolaltuk. 10 g/dl Dextran T
250-et 1 : 20 aranyban adtunk a vérhez, a vorosvérsejteket iilepitettiik, a feliil-
lszot leszivtuk és sejtjeit centrifugaltuk (1000-es fordulatszammal 15 percig).
A sejteket 0,5 g/dl albumin tartalmd Hanks oldatban szuszpendaltuk és ~0,1 g
vasporral 37 °C-on 30 percig inkubaltuk. Ezutan a szuszpenziét egy 1,075
fajsulyi Ficoll-Uromiro gradiensen centrifugaltuk (2500-as fordulatszammal
15 percig). A vorosvérsejtek és a fagocitak kiiilepedtek, a limfocitak, jelentds
trombocita szennyezGdéssel, a hatarrétegen helyezkedtek el. A sejteket Hanks-
oldatban haromszor 1000-es fordulatszammal 15 percig mosva a trombocitakat
eltavolitottuk. A limfocitadk t6bb mint 969%,-a tripankék kizarasos teszt alapjan
életképes volt. Szuszpendalé kozegként a ,,minimalis esszencialis médium” egy
moédositasat hasznaltuk (5 mM glukéz, 4 mM 1-glutamin, 0,2—1,8 mM CaCl,,
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Tris-HCL, pH 7.4, 0,155 M NaCl-ban), $8Rb-t6ltési kisérletek soran 100 E/ml
penicillin G és 100 ug/ml sztreptomicinnel kiegészitve.

A 86Rb és t5Ca-felvételi kisérletek soran a limfocitakat a) 0,16 M KCl-ben
oldott 0,7 M szaharézparnan valé centrifugalassal valasztottuk el a kozegtdl, s
a cs6 aljan osszegyilt sejteket tomény hangyasavban homogenizaltuk a radié-
aktivitas mérése eldtt, b) 0,6 um pérusatmérgjd Sartorius cellulézacetat memb-
ran szlird segitségével szeparaltuk, hideg moséoldattal haromszor mostuk,
majd a szlirén 16v6 sejtek radicaktivitasat szcintillaciés folyadékban mértiik.
Ez utébbi médszer bizonyult kielégitGbbnek.

86Rb-efflux kisérletekben a centrifugalassal elvalasztott feliiliszé és sejt-
iiledék radidaktivitasat egyarant megmértiik szcintillaciés tireges kristalyban
(Biogamma, Beckman).

Eredmények és megheszélés

Vorosvérsejten végzett munkainkbol (GArpos és mtsai 1975, SzAsz és
mtsai 1978) ismert, hogy a Ca-fiigg6é K-transzport kétirany és kiviilrél hozza-
adott 86Rb-al val6 inkubélas kezdeti idGszakaban egy gyors izotépfelvétel mér-
hetd. Limfocitakon az aktiv (és aktivalhaté) K, Na-pumpa miikodését ouabain-
nal gatoltuk, hogy a K-pumpa altal végrehajtott Rb-akkumuléciét kiiktassuk.
1. Abrankon lathaté, hogy az elsd 6 (10) perchben a Ca-ionofér A23187, valamint
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neosztigmin kolinészteraz gatlé jelenlétében alkalmazott 1uM acetilkolin hata-
sara Ca-tartalmu kozegben jelentGsen megné a Rb-felvétele, mig a kozeg kalci-
umanak kelatkomplexbe vitelekor ez a jelenség nem jon létre. Egyidejd 22Na-
felvétel fokozédast (0,155 M kolinklorid ,,alapi” kozeghen) nem észleltiink.
Ilyenkor az elektroneutralitas fenntartasa varhatéan kisérd klorid (és viz)
veszteséggel — s kovetkezményes sejt térfogatesokkenéssel — jar. 2. Abrank
mutatja, hogy a Medicor Haematologiai Automatan mérve a limfocitak térfo-
gatat (a vorosvérsejtnyomokat cetrimid tartalmi hemolizal6 oldattal eltiintet-
ve), az a transzport jelenséggel parhuzamosan csékkent. A sejtek inhomogén
modon reagaltak (a késziilék egyes ,,rekeszei’” kozti megoszlasi aranyuk valto-
zott). 3. abrank mutatja, hogy az A23187 altal fokozott ouabain-inszenzitiv
Rb-influx gyégyszerérzékenysége igen hasonlé a vorésvérsejtek Gardos-effek-
tusaéhoz (SzAsz és mtsai 1978), csak ionfor jelenlétében a CPZ 50 uM-nal maga-
sabb koncentraciéi mar karosité hatastiak. Rovid idétartamid kisérletben a
kiilsé Ca nélkiilozhetetlen, a Ca-ionofér a belsd raktarakat még nem éri el és
azokbél nem mobilizal Ca-ot (relative magas ionofér koncentracié esetében
sem).

8Rb-toltott limfocitak Rb-effluxaban is jol meg lehetett figyelni az
A23187 indukalt fokozott Rb-kiaramlast, kiilénosen, ha a reakkumuléciét

/e
100 Qq— o o o1
©
o
2 90 A
- , 2
= 3
o
- 1 Kontroll
80
2 5uM A23187
3 1uM acetilkolin+
75uM neosztigmin
T T
3 6 9 perc”

4.10%/ml sejt MEM-ben
[Caly=0,2mM

[K]o=2

37°C

kezdeti sejttérfogat: 138 fl

2. débra. A23187, ill. acetilkolinnal stimulalt limfociték térfogat valtozasa
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3. dbra. A23187 - Ca hat4dsa a Rb-felvételre limfocitakban

ouabainnal gatoltuk (4. abra). 0,5 mM kinin (amely a K, Na-pumpat magasabb
— 2,5 mM — koncentraciéban gatolja) ezt a kidramlast megsziintette. Lehetsé-
ges tehat, hogy a K, Na pumpa aktivalédasahoz a Ca-fiiggé K-kiaramlas révén
a sejt kornyezetében megemelkedett K-koncentracié hozzajarul.

HADDEN és mtsai (1975) kimutattak, hogy egér limfocitakban és lépsejtek-
ben acetilkolin kis koncentriciéi ¢cGMP szint emelkedést és DNS szintézis
fokozédast hoznak létre. 5. Abrank mutatja, hogy emberi limfocitakban 1—100
uM acetilkolin kivaltotta a Ca-fiiggé Rb-transzportot. 1 uM acetilkolin hatéasat
a kolinészteraz gatlé neosztigmin jelentGsen fokozta; 100 uM acetilkolin 6n-
magéaban csak kismértékben volt hatésos. Feltind volt 1 uM noradrenalin
Rb-transzport csékkentd hatasa.

Mivel a K-permeabilitds novekedése a sejt membranpotencialjat negativ
irdnyba tolja el (a kisebb permeabilitasi kisér§ anionok ,,késése” miatt), var-
hatd, hogy ez a hatés a kationoknak, s ezen beliil maganak a Ca-nak a felvételét

5uM A23187
2_
E — L 5-10%ml sejt
_ =
A = z éz kezdeti [Rb]=9,5 femtomol / seijt-
z oz
3 - < . g 3% [Cal, =0,2mM
: 1+ g ° z|lz == 37°C, 15perc
= E 2 <|E EE
> Zz E Dlwv =105
i <3 =
o
d =
E
5-\

4. dbra. A23187 4 Ca hatdsa a 88Rb-kidramldsdra limfocitdkban
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5. @bra. Kiilonb6z6 stimulusok hatdsa 8¢Rb-kidramldsara limfocitdkban 0,1 mM ouabain
jelenlétében

is el@segiti. Ezt mutatja 6. abrank. Lathaté, hogy a K(Rb) efflux kinines,
klérbutanolos gatlasa révén megakadalyozva a hiperpolarizaciét a Ca-felvétel is
csokken. A Gardos effektus gatlészerei koziil a CPZ-nél ezt a hatast nem észlel-
tiikk, de mivel ez a vegyiilet jolismert kalmodulin antagonista, valésziniileg a
Ca-pumpa aktivalédasanak megakadalyozasa révén emeli a Ca-szintet. (Maga-
sabb koncentraciéi pedig sejtkéarosité hatasiak.) Az a tény, hogy a Ca-felvétel
sebességét a Ca-fiiggd K-transzport kialakulasa befolyésolja arra utal, hogy
egyik szerepe éppen az inger hatasra felléps ,korai Ca-influx’ fokozasa,
amplifikaciéja lehet.
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6. @ébra. Drogok hatésa limfocitak A23187-indukélt Ca-felvételére
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Acetilkolinos, ill. noradrenalinos rendszerekben a Ca-felvétel jé6 parhuza-
mot mutatott az el§zéekben bemutatott K(Rb) permeabilitas valtozasokkal
(7. abra). Acetilkolinnal nagyobb mérvii Ca-felvétel fokozast nem sikeriilt elér-
niink, mint amilyen a Ca-pumpa 0,2 mM LaCl;-al valé gatlasakor jelentkezd
Ca-influx. Ezek az adatok felvetik a kérdést, vajon az acetilkolin-noradre-
nalin tipusi anyagok csak a Ca-pumpa mikodés (cAMP-cGMP fiigg6) szabaly-
zasan keresztill valtoztatjak-e meg a K(Rb) permeabilitast.

Meg kell jegyezniink, hogy vérkészitménygyartas soran 24 6raig sterilen
tarolt fehérvérsejt lepedékbdl preparalt limfocitakban A23187 vagy acetilkolin
hozzaadasa nélkiil is kimutathaté volt a kinin, klérbutanol-érzékeny K-transz-
port. Igen valészind, hogy ilyenkor a belsd Ca-raktarakbol felszabadult Ca a
sejtplazma Ca-koncentraciéjanak emelése révén aktivalta a plazmamembran
specifikus K-transzportdtjat. Hasonl6 jelenséget trombocita készitményeken is
észleltiink. ‘

Osszefoglalés

Emberi periférias vér limfocitain sikeriilt kimutatnunk a Ca-fiiggd, kinin,
klérbutanol, CPZ érzékeny K-transzport (az tin. Gardos effektus) létezését
Feltételezhetd, hogy ez a folyamat a stimulalt limfocitaban a K, Na pumpa
aktivalédasahoz, és a Ca-felvétel fokozédasahoz hozzajarul.

Ez a munka a 6—03—0306—01—1/G4 téma keretében az Egészségiigyi
Minisztérium tamogatasaval késziilt. A lelkesedéssel és szakértelemmel végzett

technikai asszisztencidért Andrasi Laszlénét és Dr. Sarkadi Adamnét illeti
koszonet.
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7. @bra. Limfocitak Ca felvétele kiilonboz6 stimulusok hatdsara

MTA Biol. Oszt. Kozl. 25 (1982)




A Ca- FUGGO K(Rb) TRANSPORT KIMUTATASA EMBERI LIMFOCITAKBAN 23

ROVIDITESEK
cAMP = ciklikus adenozin-3’, 5’-monofoszfit
cGMP = ciklikus guanozin-3’, 5’-monofoszfit
CPZ = klérpomazin
dbcAMP = dibutirileAMP
dbeGMP = dibutirilecGMP
EGTA = etilénglikol-bis/2-aminoetiléter/-N,N’-tetraacet4t
MEM = minimalis esszencidlis médium
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